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Das Osterreichische Patentamt bestatigt, dass 

Dipl.-lng. Dr. Seth Hallstrom 

in A- 11 80 Wien, Ferrogasse 48/2 und 

Harald XiBasser 

in A-1 1/40 Wien, MauerbachstraRe 4/6, 

am 29. Marz 2004 eine Patentanmeldung betreffend 

"Pharmazeutisches Kombinationspraparat enthaltend ein therapeutisches Protein", 

uberreicht haben und dass die beigeheftete Beschreibung samt Zeichnungen mit der 
ursprunglichen, zugleich mit dieser Patentanmeldung uberreichten Beschreibung 
samt Zeichnungen ubereinstimmt. 
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Phamiazeutisches Kombinationsnrap a rat enthaltend ein therap enti sches Protein 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein pharmazeutisches Kombinationspraparat, welches ein 
therapeutisches Protein mit SH-Gruppen enthalt, die nitrosiert sind. 

Stickoxid (NO) ist ein gasformiges Molekiil, welches unter anderem in Endothelzellen unter 
normalen physiologischen Bedingungen synthetisiert wird. Die Endothetabhangige 
Relaxation von vaskulSr glatter Muskulatur ist hauptsSchlich auf NO zuruckzuftihren. Somit 
ist NO wesentlich fur die Regulation des GefaBtonus. NO ist femer in einer Reihe von 
physiologischen und pathophysiologischen Prozessen involviert. So ftihrt z.B. NO-Mangel im 
Ischamie/Reperfusions-Geschehen zur Vasokonstriktion und Odembildung (Huk et al.. 
Circulation 96 (1997), 667-675; Hallstrom et al.. Circulation 105 (2002), 3032-3038). 

In Praparationen von Proteinen mit potentiell freien Thiolgruppen liegen nur 20-35% 
tatsachlich in der freien, reduzierten SH-Form vor. Die ubrigen 65 bis 80% sind - 
insbesondere bei ProteinprSparationen, welche aus Blut abgeleitet sind, oder welche im 
Rahmen ihres Herstellungsverfahrens mit Plasma oder Plasmaderivaten kontaktiert werden - 
blockiert, meist durch gemischte S-S Bindungen mit kleinen Thiolgruppen-tragenden 
Verbindungen, beispielsweise freiem L-Cystein bzw. Glutathion (Katachalski et al., J. Am. 
Chem. Soc. 79 (1957). 4096-4099; DeMaster et al.. Biochemistry 34 (1995). 1 1494-1 1499). 

AUgemein ist bei den Schwefel-haltigen Gruppierungen in Proteinen grundsatzlich zu 
unterscheiden zwischen solchen, die in fest gebundener bzw. assoziierter Form, 
beispielsweise als intramolekulare abgesSttigte Disulfid-Bindungen vorliegen und fiir die 
Konformation der Proteine entscheidend sind, und jenen, die die potentiell freie(n) 
Thiolgruppe(n) darstellen. Letztere sind fur das jeweilige Protein cine bekannte GroBe. 
Humanes Serumalbumin beispielsweise weist im nativen Zustand eine einzige potentiell freie 
Thiolgruppe pro Molekul auf, namlich das Cystein in Position 34. Diese potentiell freien 
Thiolgruppen neigen jedoch zur Bildung von intermolekularen Disulfiden, weshalb sie auch 
als gemischte Disulfide bezeichnet werden. Im Plasma liegen bis zu 80% dieser Thiolgruppen 
als gemischte Disulfide vor und sind also nicht unmittelbar als freie Thiolgruppen verfiigbar. 



Reaktionen der Sulfhydrylgruppe von niedermolekularen sowie hochmolekularen 
Thiolverbindungen mit NO, NO2. NO* oder NO' in Gegenwart von SauerstofTfUhren 



Bildung von S-Nitrosoverbindungen, sogenannten S-Nitrosothiolen, S-Nitrosothiole bilden 
eine Gruppe potenter, bioaktiver Verbindungen, die physiologisch gebildetes NO stabilisieren 
und dessen biologische Effekte potenzieren. NO wirkt somit in biologischen Systemen nicht 
nut per se, sondem auch uber biologisch aktive Redox- Addukte von NO, wie S- 
Nitrosoproteinen, S-Nitrosoaminosauren oder anderen S-Nitrosothiolverbindungen. 

Die Fachwelt vermutet, dass die in vivo Synthese von S-Nitrosothiolverbindungen durch 
Nitrosierung von endogenen Thiol-enthaitenden Molekulen erfolgt, wie zum Beispiel 
reduziertes Glutathion, L-Cystein, und Serum Albumin (Stamler et al., PNAS 89 (1992a), 
7674-7677; Stamler et al., PNAS 89 (1992b), 444-448). Die reversible S-Nitrosierung dieser 
Molektile kSnnte ein wichtiger zellular regulatorischer Mechanismus sein. Wesentliche 
Wirkungen auf biologische Funktionen fur einige thiolhaltige Molektile sind tatsachlich auf 
die S-Nitrosierungen zuruckgefuhrt worden. So wird unter anderem die protektive 
Blockierung des N-methyl-D-aspartat-Rezeptors in exitatorischen Neuronen (Lei et al.. 
Neuron 8 (1992), 1087-1099; Lipton et aL, Nature 364 (1993), 626-632), Inaktivierung von 
Proteinkinase C (Gopalakrishna et al., J. Biol. Chem. 268 (1993), 27180-27185) und 
bestimmte Eigenschaften von Hamoglobin auf S-Nitrosierungen (Stamler et al., Science 276 
(1997), 2034-2037; Gow and Stamler, Nature 391 (1998), 169-173) zuriickgefiihrt worden. 
Jedoch ist der molekulare Mechanismus fiir die in vivo S-Nitrosierung weitgehend unbekaimt. 

In der Literatur werden derzeit zumindest vier mOgliche Mechanismen fiir die S-Nitrosierung 
von freien Thiolgruppen-haltigen Verbindungen durch NO diskutiert. Der erste Mechanismus 
ist ein elektfophiler Angriff einer reaktiven NO-Spezies, das Nitrosoniumkation (NO^), auf 
das nucleophile Schwefelatom (Stambr et al.. Science 258 (1992d), 1898-1902). Ein zweiter, 
zwar kontroversiell diskutierter Mechanismus ist, dass S-Nitrosierung durch NO via 
Peroxynitrit (ONOO") oder NO2 erfolgt (Pryor et al., J. Org. Chem. 47 (1982), 156-159; Mohr 
et al., FEBS Lett. 348 (1994), 223-227; Wu et al.. Am. J. Physiol. 266 (1994), H2108-21 13). 
Der dritte, neuere Mechanismus beschreibt, dass S-Nitrosierungen von Thiolverbindungen 
(Albumin, reduziertes Glutathion) durch Dinitrosyl-Eisen Komplexe bewirkt wird (Boese et 
al., J. Biol. Chem. 270 (1995), 29244-29249). Der vierte Mechanismus ist eine S- 
Transnitrosierungsreaktion oder S-Nitroso-Austauschreaktion, bei denen eine NO-Gruppe von 
einer S-Nitrosoverbindung auf eine zweite Thiolverbindung im Austausch fur eine H-Gruppe 
ubertragen wird (Feelisch et al., J. Cardiovasc. Pharmacol. 17 (1991), Suppl. 3, S25-S33; 
Field et al., JCS Chem. Commun. 6 (1978), 249-250). Diese Reaktion erfolgt rasch in vitro 



und die Bildung von S-Nitrosoglutathion ist unter physiologischen Bedingungen kinetisch 
wesentlich bevorzugt. (Feelisch et al., (1991); Meyer et al, FEBS Lett. 345 (1994), 177-180; 
Singh et al., J. Biol. Chem. 271 (1996), 18596-18603; Tsikas et al.. Anal. Biochem. 270 
(1999), 231-241). 

Es wird angenommen, dass S-Transnitrosierungsreaktionen wesentlich fiir die biologischen 
Effekte von S-Nitrosoglutathion verantwortlich sind, wobei vermutet wird, dass dieser 
Prozess weiter zu S-Nitrosierung von thiolhSltigen Proteinen fuhrt (Mohr et al., FEBS Lett. 
(1994). Es ist gezeigt worden, dass es auch in vivo zu S-Transnitrosierungsreaktionen 
zwischen S-Nitrosoproteinen und niedermolekularen Thiolverbindungen (zB. L-Cystein und 
N-Acetyl-L-Cystein) kommt (Scharfstein et al., J. Clin. Invest. 94 (1994), 1432-1439). 
Ein direkter Nachweis (in vivo) der Potenzierung der Wirkung, wie zum Beispiel auf den 
Blutdruckabfall, ist jedoch nicht beschrieben. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, die physiologische Wirkung von Proteinen, 
welche nitrosierte SH-Gruppen enthalten, zu verstSrken. 

Die Aufgabe wird erfindungsgemafi durch ein pharmazeutisches KombinationsprSparat 
gel6st, welches ein therapeutisches Protein mit SH-Gruppen, die nitrosiert sind, und eine 
Thiolgruppen-haltige Verbindung mit einem mittleren Molekulargewicht von maximal 10.000 
enthalt. Unter dem Begrifr„Thiolgruppen" werden Sulfhydrilgruppen (-SH) und 
Disulfidgruppen (-S-S-) verstanden. 

Eine bevorzugte AusfUhrungsform des erfrndungsgemSBen KombinationsprSparat besteht 
darin, dass mindestens 90% der vorhandenen SH-Gruppen nitrosiert sind. 

Im erfmdungsgemafien pharmazeutischen Kombinationspraparat ist als therapeutisches 
Protein mit nitrosierten SH-Gruppen besonders bevorzugt S-Nitroso- Albumin, S-Nitroso- 
Orosomucoid, S-Nitroso-Plasminogen-Aktivator, S-Nitroso-Fibrinogen, S-Nitroso-Lys- 
Plasminogen oder S-Nitroso-Hamoglobin enthalten. 

Als Thiolgruppen-haltige Verbindung ist besonders bevorzugt reduziertes Glutathion, L- 
Cystein. N-Acetyl-Cystein, L-Cysteinylglycin, rGlutamylcystein, Penicillamin, Penicillamid, 



N-Acetyl-Penicillamin, N-Acetyl-Penicillamid, Homocystein, Captopril, Dehydroliponsaure 
und/oder deren oxidierte Form, die nach Verabreichung in vivo reduziert wird, enthalten. 

Es hat sich gezeigt, dass eine v^eitere bevorzugte Ausflihrungsform des erfmdungsgemaBen 
pharmazeutischen Kombinationspraparates als therapeutisches Protein mit nitrosierten SH- 
Gruppen S-Nitroso-Albumin und als Thiolgruppen-haltige Verbindung reduziertes Glutathion 
enthalt. 

Femer ist als Thiogruppen-haltige Verbindung ein in menschlichem Blut und Gewebe 
vorkommende Verbindung, insbesondere reduziertes Glutathion, L-Cystein, L- 
Cysteinylglycin, y-Glutamylcystein oder Dehydroliponsaure besonders bevorzugt. 

Eine weitere Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen pharmazeutischen 
Kombinationspraparat besteht darin, dafi ein durch Nitrosierung erhaltenes therapeutisches 
Protein enthalten ist, bei welchem sich der Nitrosierungsgrad zu mindestens 90% aus S- 
Nitrosierung und zu maximal 10% aus N,0,C-Nitrosierung zusammensetzt. 

Prinzipiell kann die erfmdungsgemafie pharmazeutische Praparation ftir die 
Proteinkomponente jegliche Proteine mit einer /reien" Thiolgruppe enthalten, bevorzugt sind 
aber fur die Zwecke der vorliegenden Erfmdung therapeutisch einsetzbare Proteine, wobei 
physiologische bzw. aus Blut abgeleitete humane Proteine, wie Albumin, Orosomucoid, 
Plasminogen-Aktivator (z.B. t-PA), Fibrinogen, Lys-Plasminogen oder Hamoglobin oder 
auch Mischungen derartiger erfindungsgemafi nitrosierbarer bzw. nitrosierter Proteine, als 
besonders bevorzugt anzusehen sind. 

DemgemaB kann die erfmdungsgemaBe pharmazeutische Praparation fur die 
niedermolekulare Thiolkomponente jegliche niedermolekulare Thiolverbindung enthalten, 
wie reduziertes Glutathion, L-Cystein, N-Acetyl-L-Cystein, L-Cy steinylglycin, y- 
Glutamylcystein, Peniciilamin bzw. -amide, N-Acetyl-Penicillamin bzw. -amide, 
Homocystein, Captopril (D-2-methyl-3-mercaptopropanoyl-L-prolin) und reduzierte 
Thioctsaure (Dehydroliponsaure), bevorzugt sind aber im Blut (Plasma) vorkommende 
niedermolekulare Thiolverbindungen wie z.B. reduziertes Glutathion, L-Cystein, L- 
Cysteinylglycin, T^Glutamylcystein und Dehydroliponsaure. 



Die Herstellung von nitrosierte Thiolgruppen haitigen Proteinen ist z.B. in der EP-A 0 853 
944 beschrieben. 



Bevorzugt wird die Nitrosierung so ausgefuhrt, dass lediglich die frei verfligbaren 
Thiolgruppen nitrosiert werden und Fremdnitrosierungen vermieden werden (aquimolare 
Nitrosierung). Dies gelingt, da primar bevorzugt freie SH-Gruppen nitrosiert werden und erst 
bei OberschuB an Nitrosierungsagens Fremdnitrosierungen an N,0,C-Atomen der Proteine 
erfolgen. Beispielsweise stehen N- und C- Nitrosoverbindungen in Verdacht, krebserregend 
zu sein, und weisen auch eine andere Abgabenkinetik der NO-Gruppe auf als S- 
Nitrosoverbindungen (siehe Zhang et al., J. Biol. Chem. 271 (24) (1996), 14271-14279), 
weshalb in einer bevorzugten AusfUhrungsform der erfindungsgemafien Praparation ein 
N,0,C-Nitrosierungsgrad der Proteine in der Praparation von maximal 10% vorgesehen wird. 

Obgleich es fiir die Proteinkomponente mSglich ist, auch rohe Fraktionen, wie Plasma oder 
fruhe Plasmafraktionen bzw. KulturflUssigkeiten der equimolaren Nitrosierung zu 
unterwerfen, werden die Proteine bevorzugterweise in gereinigter Form zur Verfiigung 
gestellt. Der Reinheitsgrad sollte vorzugsweise geeignet sein, dass die Proteine 
pharmazeutisch verabreicht werden kSnnen. Daher wird fiir die Proteinkomponente der 
erfmdungsgemaBen Praparation ein Protein zur Nitrosierung mit einem Reinheitsgrad von 
zumindest 80%, insbesondere von zumindest 90% (Gew/Gew%), bezogen auf Protein, zur 
Verfiigung gestellt. HOhere Werte sind naturlich ebenfalls bevorzugt. Dieses gereinigte 
Protein kann natUrlich mit weiteren Proteinen zu einer pharmazeutischen Praparation 
formuliert werden. 



Die Proteinkomponente in der erfindungsgemafien Preparation kann also eine Mischung 
verschiedener equimolar nitrosierter Proteine, sie kann aber auch eine Mischung aus einem 
nicht nitrosierten und einem equimolar nitrosierten Protein darstellen. Bevorzugterweise 
enthalt die pharmazeutische Praparation S-Nitroso Human Serum Albumin als 
Proteinkomponente und reduziertes Glutathion. Fiir eine Mischform der Proteinkomponente 
enthalt die pharmazeutische Praparation bevorzugterweise S-Nitroso Human Serum Albumin 
und Hamoglobin. Fiir die erfmdungsgemafie Praparation wird die Proteinkomponente 
vorzugsweise in einer h6heren Reinheit zur Verfiigung gestellt, als die nicht nitrosierte 
Proteinkomponente. So wird beispielsweise Humanes Serum Albumin oft in einer Reinheit 
von mindestens 80% an Gesamtprotein als pharmazeutische Praparation verabreicht. Ein 



analoger oder hoherer Grad der Reinheit ist auch fiir das S-nitrosierte Protein in der 
Praparation bevorzugt. Daher wird nach der Nitrosierung der Proteinkomponente fur das 
nitrosierte Protein noch ein zusatzlicher Reinigungsschritt nachgeschaltet. 

Im erfindungsgemaBen Kombinationspraparat werden die niedermolekularen 
Thiolverbindungen bevorzugterweise in gereinigter Form zur Verfugung gestellt. Der 
Reinheitsgrad sollte vorzugsweise geeignet sein, dass die niedermolekulare Thiolverbindung 
in der Praparation pharmazeutisch verabreicht werden kann. Daher wird fur die 
niedermolekulare Thiolverbindung der erfindungsgemaBen Praparation ein Reinheitsgrad von 
zumindest 90%, insbesonders von zumindest 95% Gew/Gew%, bezogen auf die 
niedermolekulare Thiolverbindung zur Verfugung gestellt. Hohere Werte sind naturlich 
ebenfalls bevorzugt. 

Die erfindungsgemafie pharmazeutische Praparation ist vorzugsweise in einer pharmazeutisch 
akzeptablen Pufferlosung formuliert, gegebenenfalls mit pharmazeutisch akzeptablen 
Stabilisatoren. Beispielsweise wird als Stabilisator Natriumcaprylat und/oder 
Natriumacetyltryptophanat verwendet. In der Regel wird man dabei auf Formulierungen, wie 
sie fur den Einsatz der Proteinkomponente als nicht nitrosiertes Produkt angewendet werden, 
zunickgreifen konnen. Die Praparationen kSnnen auch als Spray oder in einer flir die topische 
Anwendung geeigneten Form zur Verfugung gestellt werden. Insbesondere wird die 
Praparation in einer fur die intravenose Verabreichung geeigneten Form zur Verfugung 
gestellt. Bezuglich der Proteinkomponente zeichnet sich eine i.v.-vertragliche Praparation 
insbesondere durch einen niedrigen Aggregatgehalt aus bzw. ist frei von Aggregaten. 

Selbstverstandlich miissen auch flir die Lagerung der erfindungsgemaBen Praparation oflt 
Vorkehrungen getroffen werden, sodass diese Praparation uber einen langeren Zeitraum stabil 
bleiben. Die erfindungsgemafie Praparation liegt daher zu Lagerzwecken vorzugsweise in 
gefrorener oder lyophilisierter Form vor, in welcher sie eine ausreichend lange Haltbarkeit 
aufweist. Dabei ist sowohl eine Lagerung der niedermolekularen Thiolverbindung und des 
nitrosierten Proteins der erfindungsgemaBen Praparation in gemeinsamer als auch getrennter 
Form moglich. 

Es hat sich gezeigt, dass beispielsweise fur die aus Plasma oder Blut abgeleiteten Proteine, 
insbesondere flir Albumin oder Hamoglobin, die Stabilitat in Losung bei einem pH-Wert 



zwischen ungefdhr 6 und 7 in einem geeigneten Puffersystem (z.B. Ringerlosung) am groBten 
ist. Fur die niedermolekularen Thiol verbindungen, insbesondere fiir reduziertes Glutathion 
und L-Cystein, hat sich anderseits gezeigt, dass die Stabilitat in Losung unter einem pH-Wert 
von 7 am groBten ist. 

Die pharmazeutische PrSparation auf Basis eines Proteins mit nitrosierten Thiolgruppen und 
einer niedermolekularen Thiolverbindung ist, im lyophilisiertem Zustand getrennt gelagert, 
stabil. 

Die Nitrosierung kann im Unterschied zum bekannten Verfahren (z.B.: Stamler et al., (1992a) 
bevorzugt so durchgefuhrt werden, dass ausschlicBlich nach Bestimmung des „freien" 
Thiolgehaltes der Proteine equimolar zu diesem Anteil an „freien" Thiolgruppen nitrosiert 
wird und gleichzeitig eine niedermolekulare Thiolverbindung bereitgestellt wird. Dabei 
kommen als Proteinkomponente sowohl native thiolhaltige Proteine als auch thiolhaltige 
Proteine, bei denen die „freien" Thiolgruppen durch einen spezifisches Verfahren de-blockiert 
werden, in Betracht. 

Die Abtrennung der Reaktionsmittel bzw. der Reaktionsprodukte erfolgt nach der 
Nitrosierungsreaktion und vorzugsweise in einem quantitativen AusmaB bzw. bis zu einem 
Wert unter der Nachweisgrenze. 

Die erfindungsgemSBe Praparation zeichnet sich in einer weiteren bevorzugten 
Ausftihrungsform auch durch einen niedrigen Aggregatgehalt der Proteinkomponente aus. 
Insbesondere liegt der Anteil an Aggregaten in der pharmazeutischen Praparation unter 20%, 
bevorzugterweise unter 10%, am meisten bevorzugt unter 5%. 

Die Nitrosierung der thiolhaltigen Proteine wird unter aeroben Bedingungen vorgenommen, 
insbesondere werm mit saurem Natriumnitrit gearbeitet wird. 



Die Nitrosierung wird vorzugsweise mit einem Agens, ausgewahlt aus HNO2, HNO, NOCl, 
NO^, RNO2, N2O3, N2O4, NO2- und NO-Radikal, und in einem sauren Medium durchgefiihrt. 
Auch organische NO-Donoren konnen eingesetzt werden. 



Um den Grad der N- und C-Nitrosierung moglichst gering zu halten, sollte die Nitrosierung 
mit einem Agens bezogen auf Freisetzung von NO equimolar zum ^freien" Thiolgruppen- 
Gehalt des Proteins vorgenommen werden. Naturlich kann auch ein kleineres Verhaltnis an 
Agens fur die Nitrosierung bezogen auf den Thiolgruppen-Gehalt des Proteins zugesetzt 
werden, bevorzugt ist aber ein Verhaltnis von 1 :1. Da die S-Nitrosierung bevorzugt und 
wesentlich schneller als die N- und C-Nitrosierungen ablauft, ist durch eine equimolare 
Nitrosierung ein minimaler N-und C-Nitrosierungsgrad des Proteins garantiert. Auch sollte 
die Zeitdauer der Nitrosierung mOglichst knapp bemessen werden. Bevorzugterweise wird 
daher die Nitrosierung wahrend einer Zeitdauer von 2 Minuten bis mehreren Stunden, 
vorzugsweise 30 Minuten, bei einer Temperatur zwischen 15-30 °C, vorzugsweise bei 
Raumtemperatur in einer wassrigen Losung bei pH 0,3 bis 3,5, am meisten bevorzugt bei pH 
1,0 bis 3,0 vorzugsweise im sauren Bereich bis pH 1,5 durchgefuhrt. 

Als Ausgangsmaterial fur die Proteinkomponente konnen samtliche Arten von 
Proteinfraktionen verwendet werden, also insbesondere auch Blut, Plasma, Serum, eine 
Plasmafraktion oder eine gereinigte Proteinfraktion, aber auch Kuituriiberstande oder 
entsprechende Extrakte, Falls jedoch Substanzen im Ausgangsmaterial enthalten sind, welche 
den Nitrosierungsschritt negativ beeintrachtigen konnen, wie beispielsweise niedermolekulare 
Thiolgruppen-haltige Proteine oder Thiolgruppen-haltige Verbindungen, soUten diese 
vorzugsweise abgetrermt werden. Bevorzugte Plasmafraktionen sind solche nach der Cohn 
Fraktionierung und insbesondere die Cohn II- und III-Fraktion oder die Cohn IV-Fraktion. 

Im Rahmen des erfmdungsgema/3en Verfahrens konnen fur die Proteinkomponente auch eine 
ganze Reihe weiterer Reinigungsschritte in beliebigen Punkten des Verfahrens vorgesehen 
werden. 

Ein weiterer Reinigungsschritt, ausgewahlt aus Fallung, Gelfiltration, Diafiltration, 
Ultrafiltration und chromatographische Reinigung, kann vorgesehen werden. Beispielsweise 
wird Albumin mittels einer lonenaustauschchromatographie gereinigt. 

Insbesondere kann vorgesehen werden, dass ein Reinigungsschritt nach der Nitrosierung des 
Proteins durchgefuhrt wird, so dass sich die dort eingesetzten Substanzen nicht gegenseitig 
beeinflussen und auch nicht in der fertigen nitrosierten Proteinkomponente vorhanden sind. 



Vorzugsweise wird dieser Reinigungsschritt in Form einer chromatographischen Reinigung, 
insbesondere mittels Gelpermeationschromatographie, durchgefuhrt 

Eine Behandlung zur Inaktivierung von Viren wird vorzugsweise bereits vor der Nitrosierung 
durchgefuhrt, sie kann aber auch terminal, also anschliefiend an die Nitrosierung, 
vorgenommen werden. 

Nach der Nitrosierung kann die Proteinkomponente des erfindungsgemaBen 
Kombinationspraparates in an sich bekannter Weise zu einem pharmazeutischen Praparat 
aufgearbeitet werden. Fiir die Proteinkomponente halt man sich in der Regel an die 
Formulierungsvorschriften (siehe PharmakopOe) fur die nicht-nitrosierte Proteinpraparation. 

Die niedermolekulare Thiolverbindxmg, bevorzugt reduziertes Glutathion oder L-Cystein, 
wird in einer pharmazeutisch verabreichbaren Form als Reinsubstanz bereitgestellt und mit 
der gereinigten, nitrosierten Proteinkomponente simultan i.v. appliziert. 

Bevorzugte medizinische Verwendungen dieses erfindungsgemaBen Kombinationspraparates 
umfassen die Herstellung einer Kombinationspraparation zur Verbesserung der Perfusion 
bzw. Mikrozirkulation, vorzugsweise in vitalen Organen wie z.B. im Gehim (zerebrale 
Ischamie, ischamischen Insult), im Herz (Myokardinfarkt), in der Niere oder in den 
Extremitaten bzw. im Gesamtorganismus. Damit kann die erfindimgsgemaBe 
Kombinationspraparation allgemein zur Verhinderung bzw. Behandlung von Ischamie- und 
Reperfusionsschaden eingesetzt werden. Die erfindungsgemaBe Kombinationspraparation ist 
auch zur Behandlung von Schock, insbesondere traumatischem, hypovolamischem bzw. 
hamorrhagischem oder neurogenem Schock geeignet. 

Die Kombinationspraparation gemaB der vorliegenden Erfindung kann auf verschiedenen 
chirurgischen Gebieten verwendet werden, beispielsweise in der Transplantationschirurgie 
und bei alien chirurgischen Eingriffen mit nachfolgender Reperfusion, Sie ist besonders zur 
Behandlung und/oder Prophylaxe einer Restenose nach Angioplastie geeignet. 



Die Kombinationspraparation kann auch zur Behandlung und/oder Prophylaxe thrombotischer 
Zustande verwendet werden, d.h. solcher, die mit einer BlutplattchenadhasionZ-aggregation 
verbunden sind. Bei einer bevorzugten Ausfuhrungsform kann der S-NO- 
Gewebsplasminogen-Aktivator als thrombolytisches Mittel verwendet werden. 

Die Kombinationspraparation ist weiters zur Relaxierung der nicht-vaskularen, glatten 
Muskulatur, wie z.B. der glatten Muskulatur der Luftwege, verwendbar. Daher kann die 
Praparation gemafi der vorliegenden Erfindung zur Behandlung und/oder Prophylaxe von 
Atemwegserkrankungen verwendet werden. Sie kann auch zur Diagnose und/oder 
Behandlung von ErektionsstSrungen des Marines nutzlich sein. 

Eine weitere, wesentlich bevorzugte, medizinische Verwendung des erfindungsgemaOen 
Kombinationspraparates umfasst die Herstellung einer Kombinationspraparation zur 

kontroUierten Reduktion des Blutdruckes, wie z.B. bei h y pertonen tCr isen (d.h.^chronische 

bzw. akute Bluthochdruckkrisen). Dabei wird in der Kegel eine hohere Dosierung eingesetzt 
werden, als zur Verhinderung bzw. Behandlung von Ischamie- und Reperfusionsschaden. 

Die medizinische Kombinationspraparation wird vorzugsweise beziiglich der 
Proteinkomponente in einer Dosis bereitgestellt, die, auBer bei Albumin, jener des nicht- 
nitrosierten Proteins entspricht. Bei Albumin als Proteinkomponente ist die Dosis vor allem 
von der medizinischen Indikation abhangig. Bei der Verhinderung bzw. Behandlung von 
Ischamie- und Reperfusionsschaden wird, je nach S-Nitrosograd des AlbuminprSparates, eine 
Dosierung von 0,035-1,0 fxmol/kg/h empfohlen. Bei der Reduktion des Blutdruckes sind 
hohere Dosierungen anzuwenden (z.B. bis zu 10 |imol/kg/h von S-NO-Albumin mit einem S- 
Nitrosierungsgrad von - 26%), Fur die niedermolekulare Thiolverbindung (z.B. reduziertes 
Glutathion) wird eine Dosis von 12-140 jimol/kg/h empfohlen. Die zu verabreichende Menge 
bzw. Dosis hangt von den Anforderungen des Patienten ab, beispielsweise von Parametem 
wie Hamatokrit, Oxygenierung, mittlerer arterieller und venoser Blutdruck bzw. pulmonal 
arterieller Druck, und karm von Fail zu Fall recht unterschiedlich sein. Fur die 
Plattchenadhasions/aggregationshemmende Wirkung konnen auch wesentlich geringere 
Dosierungen eingesetzt werden. 

Ein besonderer Vorteil des erfindungsgemaBen Kombinationspraparates ist, dass mindestens 
der gleiche Wirkungsgrad mit Thiolgruppen-haltigen Proteinen erzielt wird, als mit 



Monopraparationen von Thiolgruppen-haitigen Proteinen, bei denen die frei verfiigbare 
Thiolgruppe durch reduktive Vorbehandlung auf 90% freie SH-Gruppen pro Mol Protein 
erhciht wurde. Verfahrenstechnisch wird dabei die reduktive Vorbehandlung vermieden. Eine 
equimolare Nitrosierung zur frei verfugbaren Thiolgruppe garantiert den gleichen 
Reinheitsgrad der Wirkkomponente der Proteinpraparation (N-, C-, O-Nitrosierung <5%). 
Sowohi Albumin (4-5 g/dL Plasma) als auch reduziertes L-GIutathion (< 5 nmol/L) sind 
naturlich vorkommende Plasmakomponenten. Eine Limitierung der natfirlich auftretenden 
Transnitrosierungsreaktion ist durch den physiologisch vorkommenden reduzierten L- 
Glutathionspiegel im Plasma gegeben. Durch Bereitstellung von reduziertem L-Glutathion ist 
die Freisetzung der Wirksubstanz NO der S-Nitrosierten Proteinkomponente sogar 
dosisabhangig vom reduzierten L-Glutathion steuerbar. 

Selbstverstandlich kSnnen allgemein beziiglich der Proteinkomponente die erfindungsgemafie 
Kombinationspraparation auch fur jegliche Indikation der nicht-nitrosierten Proteine 
verwendet werden, da ihre physiologische Wirkung trotz Nitrosierung erhalten bleibt. 
Zusatzlich jedoch stellen Zustande, welche das Zurverfugungstellen eines erhShten NO- 
Gehaltes erfordem, bevorzugte Indikationen fUr die erfmdungsgemafien 
Kombinationspraparate dar. 

Herstellung von equimolar zur frei verftlgbaren Thiolgruppe nitrosiertem Human Serum 
Albumin und Bereitstellung von reduziertem Glutathion: 

a) Bestimmung des Verhaltnisses von freien SH-Gruppen pro Mol Protein vor der 
Nitrosierung. 

Das Verhaitnis von freien SH-Gruppen pro Mol Protein wurde mittels des Ellmanreagens 
(EUman G.L., Arch. Biochem. Biophys. 82 (1959), 70-77) nach Sedlak and Lindsay. Anal. 
Biochem. 25 (1968), 192-205, bestimmt. 

So ist fur Human Albumin 20% (Hersteller: Baxter) ein SH-Gruppengehalt von 26% 
(mol/mol, SH-Gruppengehalt zu Protein) festgestellt worden. Nach reduktiver Vorbehandlung 
einer weiteren Human Albumin Preparation (AT 405 135; US 6 124 255 und US 6 358 918) 
sind Werte bis zu 95% erreich- und nachweisbar. 



b) Eqimolare Nitrosierierung zum freien SH-Gruppengehalt der jeweiligen Human 
Albumin Praparation 

Die Nitrosierung der Albuminpraparationen erfolgte equimolar zum Gehalt der freien SH- 
Gruppen (Verhaltnis:! :1 bis maximal 1 :1,2 molar zum ermittelten Wert) mit NaN02 in 0,2 
mol/L HCl bei pH 1,5-2,5 fur eine Zeitdauer von 15-30 min bei Raumtemperatur. 
AnschlieBend wurde mit 1 mol/L NaOH neutralisiert. Zur Abtrennung unerwunschter 
Reaktanten wurde eine praparative Gelpermeationschromatographie, unter Verwendung einer 
stationaren Phase aus Perlen mit einem heteroporosen, gequollenen Netzwerk eines Toyopearl 
TSK HW 40 (F) Gels, durchgefUhrt. Die Elution erfolgte mit bidestilliertem Wasser bei 4°C. 
Anschlieiiend wurde die gereinigte S-Nitroso-Albumin enthaltende Fraktion (S-NO-Albumin/ 
Albumin) lyophilisiert. 

S-Nitroso g radbestimmun g der Proteinfraktion mit HPLC_-unter.^erwendung-der-.Sav.ille=-und^ 
Griess Reaktion 

Die Analyse kann vor oder nach der Reinigung mittels praparativer Gelpermeations- 
chromatographie erfolgen. Bei dieser Methode werden, falls vorhanden, uberschussiges 
Nitrosierungsagens und Pufifersubstanzen mittels einer GelpermeationssSule (Toyopearl TSK 
HW-40-S) vom S-NO-Albvmiin/Albumin getrennt. AnschlieBend erfolgt in einem 
Nachsaulenderivatisierungsverfahren mittels der Saville-Reaktion (Saville B., Analyst 83 
(1958), 670-672) eine selektive Abspaltung der NO-Gruppe vom RS-NO durch Hg^^. 
Simultan wird das entstandene Nitrit durch eine Farbreaktion (Griess-Reaktion; Griess, 
Ber.Dtsch, Chem. Ges. 12 (1897), 426-428) photometrisch bei 541 nm detektiert. 
Die Chromatogramme (Fig. 4) zeigen equimolar nitrosierte S-NO-HSA Praparationen mit 
unterschiedlichem S-Nitrosograd: a) equimolar zur freien SH-Gruppe nitrosiertes Human 
Albumin mit einem freien SH-Gruppen Anteil pro mol Protein von 26%; b) equimolar zur 
freien SH-Gruppe nitrosiertes Human Albumin, welches durch reduktive Vorbehandlung 
einen freien SH-Gruppen Anteil pro Mol Protein von 74 % aufwies; c) analog zu b) nur 
erfolgte die Nitrosierung nicht equimolar sondem mit einem 6-fachen molaren Uberschuss an 
Nitrosierungsagens . 

Die angefiihrten Prozentsatze sind nach dem Saville-Prinzip die tatsSchlichen S- 
Nitrosierungsgrade am Protein. Bei der Bestimmung des S-Nitrosierungsgrades vor der 



praparativen Reinigung resultiert ein moglicher zweiter Peak im Chromatogramm vom 
Uberschussigen Nitrosierungsagens (Chromatogramm c). Bei equimolar zur freien SH-Gruppe 
nitrosierte Albuminpraparationen ist Nitrit nur in Spuren nachweisbar. 

Bereitstellimg von reduziertem Glutathion 

Als niedermolekulare Thiolverbindung wurde durch Peptidsynthese hergestelltes reduziertes 
Glutathion mit einem Reinheitsgrad von mindestens 95% zur Verftigung gestellt. 

Die Wirkung des erfmdungsgemafien Kombinationspraparates wird nachfolgend an einer 
bevorzugten AusfUhrungsform beschrieben. 



Beispiel 1 

Im Beispiel 1 wird am Kaninchemnodell die Absenkung des mittleren arteriellen Druckes 
durch Applikation eines erfmdungsgemaCen Kombinationspraparates bestehend aus einer 
nitrosierten Serum-Albumin-Praparation and reduziertem Glutathion gezeigt. Zum Vergleich 
wird die Wirkung einer nitrosierten Serum-Albumin-Praparation gezeigt, die ohne 
reduziertem Glutathion appliziert wurde. 

Das Kaninchen wurde anSsthesiert, wobei die AnSsthesie mit Ketaset (50 mg/kg; bolus) und 
Xylasin (5mg>^g; bolus) eingeleitet und mit einer kontinuierlichen Infusion via die Vena 
auricularis von Ketaset (35 mg/kg/h) und 5 mg Xylasin (5 mg/kg/h) gelSst in physiologischer 
Kochsalzlesung (5 mL/h) aufrechterhalten. Nach der Tracheotomie und Intubation wurden die 
Kaninchen an das BeatmungsgerSt (Ventilator Harvard Apparatus- INSPIRA ASV) 
angeschlossen (Tidal volume = 0,0062 x Korpergewicht (kg)''°'. Respirationsrate = 53.5 x 
K6rpergewicht (kg)"°-^^). 

Der mittlere arterielle Druck (MAP) wurde mittels eines Drucktransducers in der Arterie 
femoralis gemessen (Verstarkereinheit - TAM-A und Isotec Drucktransducer; Hugo Sachs 
Elektronik). Die Ergebnisse sind in den Figuren la-f dargestellt. 



Die Fig. la zeigt den Dosis-abhangigen Vergleich der Absenkung des mittleren arteriellen 
Druckes (MAP) in den Kaninchen nach Bolusgaben von nitrosiertem Serum Albumin mit und 
ohne gleichzeitige kontinuieriiche Infusion von reduziertem Glutathion (2,2 ^imol/kg/min). 
Infusion: Vena femoralis (n = 3 per Datenpunkt; Mittelwert ± Standardabweichung). 

Die Fig. lb ist ein reprasentatives Beispiel der Absenkung des mittleren arteriellen Druckes 
bei einer Bolusinfusion von 0,1 ^imol/kg S-NO-HSA mit und ohne kontinuieriiche Infusion 
von reduziertem Glutathion (2,2 |amol/kg/min). 

Die Figuren Ic und Id zeigen die Absenkung des mittleren arteriellen Druckes bei zwei 
verschiedenen Dosen einer nitrosierten Serum Albumin Praparation mit hohem 
Nitroserungsgrad (70%) und einem equimolar zur frei verfiigbaren Thiolgruppe nitrosierten 
nativen Serum Albumin mit niedrigem Nitrosierungsgrad (26%) mit gleichzeitiger Infusion 
von reduziertem Glutathion (n = 3 per Datenpunkt; Mittelwert ± Standardabweichung). 

Die Figur le ist ein reprasentatives Beispiel der Absenkung des mittleren arteriellen Druckes 
durch Bolusinjektionen von 0,1 jxmol/kg S-NO-HSA mit variablen Konzentrationen von GSH 
in vivo. Infusion: Vena femoralis. 

Die Figur If ist ein reprasentatives Beispiel der Absenkung des mittleren arteriellen Druckes 
durch simultane, kontinuieriiche Infusion von 0,05 ^imol/kg/min S-NO-HSA mit steigender 
Konzentration von reduziertem Glutathion (a: 0,0 }amol GSH/kg/min, b: 0,1 fimol 
GSH/kg/min, c: 0,3 jimol GSH/kg/min). S-NO-HSA wurde uber die Vena jugularis und 
reduziertes Glutathion uber die zweite Vena auricularis (oder Vena femoralis) infundiert. 

Beispiel 2 

Im Beispiel 2 wird die Potenzierung der NO-Freisetzung einer nitrosierten Serum Albumin 
Praparation durch Bereitstellung einer niedermolekularen Thiolverbindung am Beispiel von 
reduziertem Glutathion gezeigt. Die NO-Konzentration Mmrde in vitro gemessen. 

Die Figur 2a zeigt die konzentrationsabhangige Potenzierung der NO-Freisetzung einer 
nitrosierten Serum Albumin Praparation durch reduziertes Glutathion, gemessen mit einem 
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porphyrinischen Mikrosensor in vitro (S-NO-HSA: 30 nmoI/L; n=6, Mittelwert ± 
Standardabweichung; *P < 0,05 vs S-NO-HSA; V < 0,05 vs 25 nmol/L GSH). 

Die Figur 2b zeigt ein reprasentatives Beispiel der in vitro Messung der Potenzierung der NO- 
Freisetzung einer nitrosierten Serum Albumin PrSparation durch reduziertes Glutathion. 



Beispiel 3 



Mit dem Beispiel 3 wird die Wirkung einer bevorzugten Ausfilhrungsform des 
erfindungsgemafien Kombinationspraparates auf die Thrombozyten-Aggregation gezeigt. 

Die Thrombozyten-Aggregation wurde mit humanem Thrombozyten-reichen Plasma (TRP) in 
einem Dual Kanal Chronolog Aggregometer in Prinzip nach der Methode von Bom (1969) 
durchgefiihrt. Zu Beginn jedes Experimentes wurde die exakte Dosis an KoUagen, fur die 
durch Kollagen induzierte Aggregation (~ l^ig Kollagen/mL TRP ) bestimmt (95-100% 
Inhibition der Kollagen induzierten Aggregation durch 300 |xmol/L Acetylsalicylsaure). In 
den Experimenten wurden steigende Konzentrationen reduziertes Glutathion primarmit TRP 
eine Minute im Aggregometer vorinkubiert und nach einer Minute S-NO-HSA (2 - 4 ^imol/L; 
Konzentration, die eine 20% Inhibition der Kollagen induzierte Aggregation bewirkt) 
versetzt. Nach einer weiteren Minute wurde die Aggregation mit Kollagen induziert. 
KontroUexperimente mit Kollagen allein wurden nach jeder zweiten bis dritten Messung 
durchgefiihrt. Die Ergebnisse werden als % Aggregation relativ zu der durch Kollagen 
induzierten Aggregation (100 %) dargestellt (Mittelwert ± Standardfehler). In den 
Abbildungen sind die Endkonzentrationen im AggregationsgeftB angegeben. Bei 
Experimenten mit anderen thiol- und nichtthiolhSltigen Substanzen ( N-Acetyl-L-cystein , 
Ascorbinsaure, DL-Homocystein, Taurin, L-Cystein) wurde analog zu den Versuchen mit 
reduziertem Glutathion primMr mit diesen Substanzen vorinkubiert. 

Die Figur 3a zeigt die dosisabhangige Potenzierung der Inhibierung der Kollagen induzierten 
Thrombozytenaggregation durch S-NO-HSA (2- 4 ^mol/L) mit reduziertem Glutathion (n=6; 
*P< 0.05 versus S-NO-HSA). 



Die Figur 3b zeigt die Wirkung von N-Acetylcystein (1 mmol/L), Ascorbinsaure (Vit.C; 200 
^mol/L), reduziertes Glutathion, Homocystein, Taurin und Cystein (alle 1 mmol/L) auf die 
Inhibierung der KoUagen induzierten Thrombozytenaggregation durch S-NO-HSA (2- 4 
Hmol/L) n> 5 (Taurin, n=3); *P< 0.01 versus S-NO-HSA. 
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Patentanspriiche: 

1 . Pharmazeutisches Kombinationspraparat enthaltend ein therapeutisches Protein mit 
SH-Gruppen, die nitrosiert sind, und eine Thioigruppen-haltige Verbindung mit einem 
mittleren Molekulargewicht von maximal 10.000. 

2. Pharmazeutisches Kombinationspraparat nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dass mindestens 90% der vorhandenen SH-Gruppen nitrosiert sind. 

3. Pharmazeutisches Kombinationspraparat nach einem der Anspruche 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, dass als therapeutisches Protein mit nitrosierten SH-Gruppen S-Nitroso- 
Albumin, S-Nitroso-Orosomucoid, S-Nitroso-Plasminogen-Aktivator, S-Nitroso-Fibrinogen, 
S-Nitroso-Lys-Plasminogen oder S-Nitroso-Hamoglobin enthalten ist. 

4. Pharmazeutisches Kombinationspraparat nach einem der Anspruche 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, dass als Thioigruppen-haltige Verbindung reduziertes Glutathion, L-Cystein, 
N-Acetyl-Cy stein, L-Cysteinylglycin,7-Glutamylcystein, Penicillamin, Penicillamid, N- 
Acetyl-Penicillamin, N-Acetyl-Penicillamid, Homocystein, Captopril, Dehydroliponsaure 
und/oder deren oxidierte Form, die nach Verabreichung in vivo reduziert wird, enthalten ist. 

5. Pharmazeutisches Kombinationspraparat nach einem der Anspruche 3 oder 4, dadurch 
gekennzeichnet, dass als therapeutisches Protein mit nitrosierten SH-Gruppen S-Nitroso- 
Albumin und als Thioigruppen-haltige Verbindung reduziertes Glutathion enthalten ist. 

6. Pharmazeutisches Kombinationspraparat nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, 
dass als Thiogmppen-haltige Verbindung ein in menschlichem Blut und Gewebe 
vorkommende Verbindung, insbesondere reduziertes Glutathion, L-Cystein, L- 
Cysteinylglycin,7-Glutamylcystein oder Dehydroliponsaure, enthalten ist. 



7. Pharmazeutisches Kombinationspraparat nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch 
gekennzeichnet, dass ein durch Nitrosierung erhaltenes therapeutisches Protein enthalten ist, 
bei welchem sich der Nitrosierungsgrad zu mindestens 90% aus S-Nitrosierung und zu 
maximal 10% aus N,0,C-Nitrosierung zusammensetzt. 



Zusammenfassung 



Pharmazeutisches Kombinationspraparat enthaltend ein therapeutisches Protein mit SH- 
Gruppen, die nitrosiert sind, und eine Thiolgruppen-haltige Verbindung mit einem mittleren 
Molekulargewicht von maximal 10.000. 
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